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O   tratamento   mais   eficaz   para   infecções   por   enterobactérias   produtoras   de  
carbapenemases   ainda   não   está   estabelecido.   O   objetivo   do   estudo   foi   avaliar   a  
eficácia   de  monoterapias   e   associações   de   antimicrobianos   para   o   tratamento   de  
Klebsiella   pneumoniae  produtora   de  Klebsiella   pneumoniae   carbapenemase   (KPC-­
KP)  sensível  a  polimixina  e  tigeciclina  e  com  CIM  acima  de  32mg/L  para  meropenem  
em   um   modelo   experimental.   A   validação   do   inóculo   bacteriano   foi   realizada  
previamente  com  uma  cepa  de  Klebsiella  pneumoniae  produtora  de  betalactamase  
de  espectro  estendido  (ESBL)  em  ratos  adultos  tratados  com  meropenem,  definindo-­
se   1.0x1010UFC/ml   como   dose   para   infecção   potencialmente   letal.   Os   ratos  
inoculados  com  1.0x1010UFC/ml  de  KPC-­KPC  via  intraperitoneal  foram  tratados  com  
meropenem   (MER),   polimixina   (PMB)   e   tigeciclina   (TIG)   e   diferentes   associações  
destes  antimicrobianos.  O  tempo  de  sobrevida,  os  resultados  de  hemoculturas  e  de  
culturas   quantitativas   de   líquido   peritoneal   foram   avaliados   em   animais   tratados   e  
nos  controles.  Um  estudo  in  vitro  de  curvas  de  morte  bacteriana  com  a  mesma  cepa  
de  KPC-­KP  foi  realizado.  Variáveis  contínuas  foram  analisadas  com  teste  de  Mann-­
Whitney  e  teste  de  Kruskal-­Wallis  foi  usado  para  analisar  as  curvas  de  sobrevida.  Os  
ratos   inoculados  com  cepas  produtoras  de  ESBL  e  de  KPC  apresentaram  80%  de  
mortalidade   quando   mantidos   sem   antibioticoterapia.   Terapia   com   MER   em   ratos  
infectados  com  cepa  produtora  de  ESBL  promoveu  60%  de  sobrevida   (p=0.042)  e  
redução   da   contagem   de   colônias   abaixo   de   5.0x104   unidades   formadoras   de  
colônias   por  mililitro   (UFC/mL)   em   80%   (p=0.001),   porém   não   houve   diferença   na  
positividade  das  hemoculturas  entre  os  grupos.  Nos  animais   inoculados   com  cepa  
produtora   de   KPC,   o   uso   de   MER,   TIG   e   PMB   em   monoterapia   promoveram  
respectivamente  sobrevidas  de  40%,  40%  e  70%  (p=0.04  PMB  versus  controle).  As  
combinações   contendo   PMB   promoveram   100%   de   sobrevida   (p<0.001)   e   a  
associação  de  PMB  e  TIG  foi  sinérgica  in  vitro.  Associação  de  MER  e  TIG  promoveu  
menor  sobrevida  (70%)  e  teve  efeito  antagônico  in  vitro.  Tratamento  com  PMB  tanto  
em  monoterapia  como  em  associações   reduziu  a  contagem  de  colônias  abaixo  de  
5.0x104   UFC/mL   (p<0.001)   e   a   associação   de   PMB   e   TIG   esterilizou   70%   das  
hemoculturas.  Conclui-­se  que  combinações  de  antimicrobianos  incluindo  PMB  foram  
superiores  para  promover  sobrevida  e  esterilização  de  culturas  e  foram  sinérgicas  in  
vitro.  Terapia  tripla  não  foi  superior  a  combinação  de  PMB  com  TIG  in  vivo.   
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The  most  effective  treatment  for  carbapenemase-­producing  enterobacterial  infections  
has  not  yet  been  established.  The  aim  of   the  study  was   to  evaluate   the  efficacy  of  
monotherapy   and   antimicrobial   combinations   for   the   treatment   of   Klebsiella  
pneumoniae  carbapenemase  (KPC-­KP)  susceptible  to  polymyxin  and  tigecycline  and  
presenting  MIC  of  32  mg/L   for  meropenem   in  an  experimental  model.  Validation  of  
the   bacterial   inoculum  was   previously   performed  with   an   extended   spectrum   beta-­
lactamase-­producing  Klebsiella  pneumoniae  strain   (ESBL)   in  adult   rats   treated  with  
meropenem,  with  1.0x1010  UFC   /  ml  being  defined  as  a  dose   for  potentially   lethal  
infection.  Mice  inoculated  with  1.0x1010  UFC  /  ml  of  KPC-­KP  intraperitoneally  were  
treated  with  meropenem  (MER),  polymyxin  (PMB)  and  tigecycline  (TIG)  and  different  
combinations   of   these  antimicrobials.  Survival   time,   blood   cultures   and  quantitative  
cultures  of  peritoneal  fluid  were  evaluated  in  treated  animals  and  controls.  An  in  vitro  
study   of   time-­to-­kill   curves   with   the   same   strain   of   KPC-­producing   Klebsiella  
pneumoniae  was   performed.  Continuous   variables  were   analyzed   using   the  Mann-­
Whitney   test  and  Kruskal-­Wallis   test  was  used   to  analyze   the  survival  curves.  Mice  
inoculated  with  ESBL  and  KPC-­KP  strains  showed  80%  mortality  when  kept  without  
antibiotic   therapy.   MER   therapy   in   mice   infected   with   ESBL-­producing   strain  
promoted  a  60%  survival  (p=0.042)  and  a  reduction  in  colony  counts  below  5.0x104  
colony   forming   units   per   milliliter   (CFU/mL)   by   80%   (p=0.001),   but   there   was   no  
difference   in   the   positivity   of   blood   cultures   between   groups.   In   the   animals  
inoculated  with  KPC-­producing  strain,  the  use  of  MER,  TIG  and  PMB  in  monotherapy  
promoted   respectively   40%,   40%   and   70%   survivals   (p=0.04   PMB   vs   control).  
Combinations   containing   PMB   promoted   100%   survival   (p<0.001)   and   the  
association   of  PMB  and  TIG  was   synergistic   in   vitro.  Association   of  MER  and  TIG  
promoted  lower  survival  (70%)  and  had  an  antagonistic  effect  in  vitro.  Treatment  with  
PMB  both  in  monotherapy  and  in  combinations  reduced  colony  counts  below  5.0x104  
CFU/mL   (p<0.001)   and   the   association   of   PMB   and   TIG   sterilized   70%   of   blood  
cultures.   It   is   concluded   that   combinations   of   antimicrobials   including   PMBs   were  
superior  to  promote  survival  and  sterilization  of  cultures  and  were  synergistic  in  vitro.  
Triple  therapy  was  not  superior  than  the  combination  of  PMB  with  TIG  in  vivo.  
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Em   meados   da   década   passada   começamos   a   conviver   com   surtos   de  
enterobactérias  resistentes  a  carbapenêmicos  (ERC)  nos  Serviços  de  Saúde.  Dentre  
as  bactérias  multirresistentes  (BMR),  os  bacilos  gram  negativos  (BGN)  resistentes  a  
carbapenêmicos  são  os  mais  preocupantes  devido  às  opções  terapêuticas  limitadas  
(NORDMANN,   NAAS   and   POIREL,   2009;;   TZOUVELEKIS   et   al.,   2012).   Tais   fatos  
determinaram  a  necessidade  de  se  estudar  determinados  antimicrobianos  que  ainda  
atuam  contra  ERC  e  associação  dos  mesmos  a   fim  de  avaliar  opções  com  melhor  
desempenho  para  o  tratamento  de  infecções  causadas  por  ERC.    
A  maioria   das  ERC  são   resistentes   a   quinolonas   e   a   todos   os  ßlactâmicos,  
restando   como   opções   terapêuticas   apenas   antimicrobianos   como   polimixinas,  
tigeciclina   (TIG)   e   aminoglicosídeos.   Tal   fato   explica   a   maior   mortalidade   de  
infecções   por   ERC   do   que   por   enterobactérias   produtoras   de   ß-­lactamase   de  
espectro  estendido  (ESBL)  (MUNOZ-­PRICE  et  al.,  2013;;  FALAGAS  et  al.,  2014).      
A   eficácia   destes   tratamentos   tem   sido   avaliada   em   coortes   retrospectivas,  
em  estudos  in  vitro  e  em  modelos  experimentais  in  vivo  descritos  seguir:  
Estudos   retrospectivos   avaliando   o   desfecho   de   pacientes   com   bacteriemia  
por   KPC-­KP   demonstraram   menor   mortalidade   para   pacientes   tratados   com  
associação  de  antimicrobianos  do  que  para  aqueles   tratados  com  monoterapia.  As  
associações   de   antimicrobianos   mais   utilizadas   e   avaliadas   retrospectivamente  
foram  polimixinas  com  TIG,  TIG  com  aminoglicosídeos,  TIG  com  carbapenêmicos  e  
polimixinas  com  carbapenêmicos,  mesmo  não  estando  estabelecido  o  benefício  de  
manter   o   uso   de   carbapenêmicos   para   o   tratamento   destas   infecções   (HIRSCH   e  
TAM,  2010;;  DAIKOS  et  al.,  2011;;  QURESHI  et  al.,  2012;;  TUMBARELLO  et  al.,  2012;;  
DAIKOS  et  al.,  2014  e  OLIVA  et  al.,  2014).  
Estudos   in  vitro  avaliando  curvas  de   tempo-­morte  bacteriana   (TKC)  de  ERC  
frente   a   TIG   e   colistina   (COL)   em  monoterapia   ou   combinações,   observaram   que  
TIG   isoladamente   teve   atividade   antimicrobiana   limitada   e   a   associação   com  COL  
teve  efeito  antagônico  em  doses  baixas  (ALBUR  et  al.,  2012)  e  teve  efeito  sinérgico  
e  foi  bactericida  em  doses  quatro  vezes  acima  da  CIM  (POURNARAS  et  al.,  2011).  
Dois  modelos  experimentais  de  infecção  por  ERC  em  ratos  imunossuprimidos  
observaram   diferentes   desfechos   com   relação   ao   uso   de   monoterapia   ou  




em  sobrevida  e  bacteriemias  nos   ratos  com  pneumonia   tratados  com  monoterapia  
com  COL.  Michail  (2013)  observou  que  as  combinações  de  TIG  com  COL  e  TIG  com  
meropenem  (MER)  foram  menos  eficazes  na  redução  da  contagem  de  colônias  em  
partes  moles  de  roedores.  
Idealmente,   ensaios   clínicos   controlados   e   randomizados   poderiam   elucidar  
se  a   terapia   combinada   contra  ERC   tem  benefícios   sobre  as  monoterapias,   assim  
como  qual  a  melhor  combinação.  Porém,  questões  clínicas  como  a  diversidade  das  
cepas  causando  infecções,  comorbidades  e  outras  condições  basais  dos  pacientes  
podem  interferir  no  desfecho,  além  de  questões  éticas  que  limitam  o  desenho  destes  
estudos  impedem  a  realização  de  ensaios  clínicos.    
Estudos   animais   podem   ser   controlados,   randomizados   e   demonstrar  
aspectos  farmacológicos  mais  fielmente  do  que  os  estudos  in  vitro  (GONNERT  et  al.,  
2011)  Os   antimicrobianos   em  questão   para   o   tratamento   de  KPC-­KP   como  TIG   e  
polimixinas   podem   apresentar   resultados   in   vitro   não   extrapoláveis   para   a   prática  
clínica  devido  a  determinadas  características  farmacológicas  (ROBERTS  e  LIPMAN,  
2009).   Tanto   estudos   in   vitro,   como   os   in   vivo   descritos   apresentaram   resultados  
conflitantes   e   nenhum   experimento   de   sepse   murina   através   de   injeção  
intraperitoneal   de   KPC-­KP   até   o  momento   estudou  monoterapias   em   comparação  
com   terapia   combinada.   Desta   forma,   optou-­se   pela   realização   de   um   modelo  
experimental  para  avaliar  a  eficácia  de  diferentes   terapias  contra  ERC,  visto  que  o  
melhor   tratamento   para   infecções   por   estes   micro-­organismos   ainda   não   está  
estabelecido.  
Este  estudo  avaliou  especificamente  tratamentos  para  Klebsiella  pneumoniae  
produtora   de   Klebsiella   pneumoniae   carbapenemase   (KPC-­KP),   a   ERC   mais  





Diante  da  crescente  resistência  aos  antimicrobianos  e  a  diminuição  do  arsenal  
terapêutico   disponível,   é   necessário   o   conhecimento   a   respeito   da   associação   de  
antimicrobianos   para   o   tratamento   das   infecções   causadas   por   bactérias  
multirresistentes.  Diante  do  aumento  da  incidência  de  cepas  produtoras  de  KPC  nos  




estudo   tem   como   objetivo   avaliar   os   desfechos   da   associação   de   antimicrobianos  
em  modelo  experimental  de  ratos  infectados  por  KPC-­KP.  
Ensaios   clínicos   controlados  e   randomizados  em  humanos  ainda  não   foram  
delineados  para  avaliar  diferenças  entre  as  opções   terapêuticas  para  o   tratamento  
de   KPC-­KP.   Estudos   retrospectivos   de   terapêutica   para   KPC-­KP   sugerem   que  
terapias  combinadas  apresentam  menor  falha  terapêutica  do  que  o  tratamento  com  
monoterapia,   ao   passo   que   estudos   in   vitro   não   demonstram   consistentemente   o  
efeito   sinérgico   destes   medicamentos,   além   de   não   reproduzirem   características  
farmacológicas  que  ocorrem  in  vivo.  
As   vantagens   de   infecções   experimentais,   neste   contexto   em   que   ensaios  
clínicos   não   estão   disponíveis,   são   as   seguintes:   podem   ser   desencadeadas   em  
animais  previamente  saudáveis,  com  inóculos  bacterianos  de  concentrações–padrão  
e   com   início   do(s)   antimicrobiano(s)   em   tempo   pré-­estabelecido.   Desta   forma,  
fatores  como  doença  de  base  e  atraso  no  início  do  tratamento,  ocorrência  aleatória  
de  diversos  clones  bacterianos  e  outros  fatores  secundários  que  podem  interferir  nos  






1.2.1  Objetivo  Principal  
O   objetivo   deste   estudo   é   avaliar   a   eficácia   em   termos   de   sobrevida   e  
resposta   microbiológica   do   tratamento   com   monoterapias   ou   associações   de  
antimicrobianos  comparado  com  controles  sem  tratamento  em  modelo  experimental  
de   infecção   potencialmente   letal   por   KPC-­KP   com   sensibilidade   a   polimixina   B  
(PMB)  e  TIG  e  CIM  acima  de  32  mg/L  para  MER.    
  
1.2.2   Objetivos  Secundários  
Validar   um  modelo   experimental   para   estudos   a   respeito   do   tratamento   de  
BMR  através  da  avaliação  da  melhor  concentração  bacteriana  do  inóculo,  doses  de  
antimicrobianos  e  tempo  de  acompanhamento  em  horas  após  indução  da  infecção.  
Avaliar  o  sinergismo  ou  antagonismo  destes  antimicrobianos   in  vitro  contra  a  




2  REVISÃO  DA  LITERATURA  
  
  
2.1  PROBLEMÁTICA  DAS  INFECÇÕES  POR  Klebsiella  pneumoniae  PRODUTORA  
DE  KPC  
  
  Os  primeiros  relatos  de  KPC  ocorreram  em  2001  nos  Estados  Unidos  (EUA).  
(YIGIT   et   al.2001)   Os   maiores   surtos   descritos   ocorreram   na   costa   nordeste   dos  
EUA  e  no  sudeste  europeu  (BRATU  et  al.  2007;;  LEAVITT  et  al.  2010).    
A   presença   de   KPC-­KP   no   Brasil   já   é   descrita   desde   2005   (PAVEZ,  
MAMIZUKA   e   LINCOPAN,   2009)   e   2006   (MONTEIRO  et   al.,   2009).   Desde   então,  
vários   casos   foram   relatados   em   diversos   estados   do   país,   como  Rio   de   Janeiro,  
São  Paulo,  Paraná,  Pernambuco  e  Paraíba  (PEIRANO  et  al.,  2009;;  FEHLBERG  et  
al.,  2012  e  CABRAL  et  al.,  2012).    
Infecções  causadas  por  KPC-­KP  e  outras  ERC  ocorrem  frequentemente  em  
nosso  meio.  Em  2010,  infecções  hospitalares  por  ERC  eram  0,3%  das  infecções  por  
bactérias   multirresistentes   (BMR)   e   0,08%   de   todas   as   infecções   hospitalares   de  
Curitiba   (TOLEDO,   OLIVEIRA   e   LUHM,   2012).   Em   2014,   infecções   por   ERC  
representaram   19,37%   dos   BMR   e   5,62%   das   infecções   hospitalares   deste  
município  (WASZAK,  OLIVEIRA  e  OLIVEIRA,  2015).  
Nos  últimos  anos  ocorreu  um  aumento  significativo  de  infecções  por  bactérias  
produtoras  de  KPC,   fato  preocupante  uma  vez  que  as  opções   terapêuticas  para  o  
tratamento  são  limitadas  (MUNOZ-­PRICE  et  al.,  2013).  KPC-­KP  está  associada  com  
infecções  graves  e  com  alta  mortalidade  (MOULOUDI  et  al.,  2010;;  GASINKI  et  al.,  
2009;;  TUON  et  al.,  2012  e  FALAGAS  et  al.,  2014).    
Existe   dificuldade   de   tratamento   das  mesmas   pela   indisponibilidade   de   um  
antimicrobiano   bactericida   com   garantia   de   níveis   séricos   e   teciduais   adequados,  
desta   forma,   mortalidade   e   morbidade   com   internação   prolongada   e   aumento   de  
custos   hospitalares   são   consequências   (TZOUVELEKIS   et   al.,   2012;;   MUNOZ-­
PRICE  et  al.,  2013).    
A  alta  mortalidade  atribuída  a  infecções  causadas  por  estas  bactérias  tornam  
este  aumento  de  casos  um  problema  de  saúde  pública,   sobretudo  nos  países  em  
desenvolvimento,   como   o   Brasil   em   que   o   número   e   a   qualidade   de   leitos  




precauções  de  contato.  O  aprimoramento  das  práticas  sanitárias  e  o  uso  correto  e  
pelo   mínimo   tempo   necessário   são   ferramentas   essenciais   para   o   controle   desta  




2.2  CARACTERÍSTICAS  DA  Klebsiella  pneumoniae  CARBAPENEMASE  (KPC)  
  
Klebsiella  pneumoniae  carbapenemase   (KPC)  é  uma  serina  carbapenemase  
do   grupo   A   da   classificação   molecular   de   Ambler   e   subgrupo   2f   da   classificação  
funcional  de  Bush  (BUSH  e  JACOBY,  2010  e  AMBLER  R.  P.,  1980).    
Esta  enzima  ocorre  predominantemente  em  cepas  de  Klebsiella  pneumoniae,  
embora   a   presença   de   KPC   tenha   sido   descrita   também   em   Enterobacter   spp.,  
Citrobacter  spp.,  Escherichia  coli  e  Pseudomonas  aeruginosa.  (BRATU  et  al.,  2007;;  
CAI  et  al.,  2008  e  NORDMANN,  NAAS  e  POIREL,  2009).  O  gene  responsável  pela  
produção  de  KPC  é  o  blaKPC,   localizado  em  um  transposon  denominado  Tn4401  na  
maioria   das   cepas,   com   potencial   risco   de   transmissão   entre   os   bacilos   Gram-­
negativos  (NAAS  et  al.,  2008).  
O  presente  estudo  avaliou  infecção  por  uma  cepa  de  KPC-­KP,  mas  a  revisão  
da   literatura  descreve  estudos   com  outras   cepas  de  ERC,   como  as  produtoras  de  
metalo-­ß-­lactamses  da  classe  B  de  Ambler:  New-­Delhi  metalo-­ß-­lactamase  (NDM)  e  
Verona  integron-­enconded  metalo-­ß-­lactamase  (VIM).  
  
  
2.3  OPÇÕES  TERAPÊUTICAS  PARA  O  TRATAMENTO  DE  ENTEROBACTÉRIAS  
RESISTENTES  A  CARBAPENÊMICOS  
  
Os   carbapenêmicos   são   antimicrobianos   com   alta   afinidade   pelas   proteínas  
ligadoras   de   penicilina   e   grande   estabilidade   frente   à   maioria   das   ß-­lactamases,  
atravessam  a  membrana  de  BGN  através  da  porina  Omp  K35  e  36,   característica  
que  confere  alta  permeabilidade  para  penetrar  a  membrana  de  BGN  (BONFIGLIO,  
RUSSO  e  NICOLETTI,  2002).  As  ERC  possuem  um  dos  seguintes  mecanismos  de  




(carbapenemases);;  perda  da  porina  Omp;;  efluxo  do  antimicrobiano  pela  membrana  
externa  (QUEENAN  e  BUSH,  2007).  
Carbapenêmicos   não   devem   ser   utilizados   como   monoterapia   para   o  
tratamento  de  ERC.  O  meropenem  é  o  agente  mais  utilizado  desta  classe  na  prática  
clínica  e,  para  uso  em  infecções  por  ERC,  preconiza-­se  dose  de  2g  endovenoso  a  
cada   8   horas   e   em   infusão   prolongada   (3   horas),   para   permanecer   mais   tempo  
acima  da  CIM  (KUTI  et  al.,  2013).  Não  está  estabelecido  o  benefício  de  manter  o  uso  
de   carbapenêmicos   em  associação   com  outras   classes   de   antimicrobianos   para   o  
tratamento   destas   infecções,   sobretudo   em   cepas   com   concentração   inibitória  
mínima   (CIM)   elevada   para   MER.   TUMBARELLO   et   al.   (2012)   e   DAIKOS   et   al.,  
(2014)   relatam   ausência   de   benefício   do   uso   de   carbapenêmicos   nas   cepas   com  
CIM   acima   de   16   mg/L,   enquanto   que   OLIVA   et   al.,   2014   relatam   três   casos   de  
resposta  com  a  associação  de  MER  com  ertapenem  para  cepas  com  CIM  acima  de  
32  mg/L.  
Na   vigência   de   resistência   aos   carbapenêmicos,   as   opções   terapêuticas  
restringem-­se   a   classes   de   antimicrobianos   como   as   fluoroquinolonas,   os  
aminoglicosídeos,   as   polimixinas   e   a   TIG   (PETROSILLO   et   al.,   2013).   Em   nosso  
meio,   a   grande   maioria   das   amostras   clínicas   contém   ERC   com   resistência   a  
fluoroquinolonas   e   aminoglicosídeos   (WASZAK,   OLIVEIRA   e   OLIVEIRA,   2015).  
Desta  forma,  as  opções  ativas  contra  ERC  limitam-­se  às  polimixinas  e  TIG.  
Tigeciclina  é  uma  glicilciclina  que  apresenta  maior  afinidade  para   inibição  da  
subunidade   ribossômica   30S   do   que   outras   tetraciclinas,   porém   ainda   assim   tem  
ação   bacteriostática   por   ser   uma   ligação   reversível   (BERGERON   et   al.,   1996).  
Apresenta  atividade  contra  ERC  e  está  aprovada  para  o  tratamento  de  infecções  de  
pele   e   tecidos   moles   e   infecções   intra-­abdominais   (POSTIER   R.   G.   et   al.,   2004;;  
BABINCHAK  T.  et  al.,   2005;;  BREEDT  J.  et  al.,   2005;;  ELLIS-­GROSSE  E.   J.  et  al.,  
2005;;  OLIVA  M.  E.  et  al.,  2005;;  SACCHIDANAND  S.  et  al.,  2005;;  TANASEANU  C.  et  
al.,  2008;;  TOWFIGH  S.  et  al.,  2010;;  VARDAKAS  K.  Z.,  RAFAILIDIS  P.  I.  e  FALAGAS  
M.  E.  2012).  Concentrações   inadequadas  desta  droga   foram  encontradas   tanto  no  
plasma  como  nos  alvéolos,  o  que  levanta  hipótese  da  necessidade  de  combinação  
com  outras  drogas  e  uso  de  doses  mais  elevadas  (100mg  endovenoso  12/12h)  para  





Polimixinas  são  antimicrobianos  ativos  contra  a  maioria  dos  BGN,  incluindo  a  
maior   parte   das   ERC,   exceto   contra   algumas   espécies   de  Proteus,   além   de   ação  
limitada   em  Providencia,  Burkholderia   e  Serratia.   As   polimixinas   penetram  através  
das  membranas   celulares   e   interagem   com   fosfolipídeos   de  membrana,   possuem  
cátions   que   interagem   com   íons   dos   lipopolissacarídeos   bacterianos,   promovendo  
rotura   da  membrana.   Polimixinas   são   antibióticos   nefrotóxicos   e   neurotóxicos   que  
estavam   em   desuso   desde   os   anos   40,   porém   a   ocorrência   de   BMR   levou   a  
necessidade  de   reutilizá-­los   (FALAGAS  e  KASIAKOU,  2005;;  NATION   et   al.,   2007;;  
ZAVASCKI  et  al.,  2008;;  SANDRI  et  al.,  2013  e  NI  et  al.,  2015).  No  Brasil,  a  PMB  
é   a   mais   disponível,   a   dose   recomendada   é   de   25.000   a   30.000   UI/kg/dia  
dividida  em  duas  doses,  ou  seja  12.500-­15.000  UI/kg  a  cada  12  horas.    
  
  
2.4   ESTUDOS  CLÍNICOS  AVALIANDO  A  ASSOCIAÇÃO  DE  ANTIMICROBIANOS  
PARA   O   TRATAMENTO   DE   ENTEROBACTÉRIAS   RESISTENTES   A  
CARBAPENÊMICOS  
  
Possivelmente  a  terapia  combinada  apresente  melhor  resposta  terapêutica  do  
que   monoterapias   para   micro-­organismos   resistentes,   sobretudo   em   infecções  
sistêmicas   e   com   critérios   de   gravidade.   A   terapia   combinada   pode   teoricamente  
suprimir   a   emergência   de   resistência   e   proporcionar   efeito   sinérgico   (MOUTON  et  
al.,   1999).  Zusman   (2013)   observou   sinergismo  e  prevenção  de   resistência   com  o  
uso  de  terapia  combinada  em  uma  metanálise  de  estudos   in  vitro  que  combinavam  
polimixinas  com  carbapenêmicos.  
Com  base  nestes  dados  teóricos  e  in  vitro,  vários  pacientes  são  tratados  com  
terapia   combinada   e   coortes   observacionais   retrospectivas   realmente   demonstram  
este  benefício,  porém  a  combinação  ideal  ainda  não  foi  definida.    
Hirsch   e   Tam   (2010)   foram   pioneiros   em   compilar   dados   retrospectivos  
tentando   elucidar   a   melhor   terapia   para   BGN   produtores   de   KPC.   Avaliaram   55  
casos   publicados   em   15   artigos   e   relataram   que   a   associação   TIG   e  
aminoglicosídeos   e   polimixinas   em   terapias   combinadas   levavam   a   melhores  




Qureshi   (2012)  relatou  que  num  grupo  de  41  pacientes  com  bacteriemia  por  
KPC-­KP   que   a   associação   de   antimicrobianos   foi   um   fator   preditivo   de   sobrevida.  
Nesta   série   houve   57,8%   de   mortalidade   em   28   dias   nos   casos   tratados   com  
monoterapia  versus  13,3%  de  mortalidade  nos  tratados  com  terapia  combinada  que  
inclui  principalmente  as  associações  de  MER  com  TIG  ou  MER  com  PMB  ou  COL.  
Tumbarello   (2012)   avaliou   retrospectivamente   125   bacteriemias   por   KPC-­KP   e  
concluiu  que  a  associação  de  duas  ou  três  drogas  (incluindo  carbapenêmicos,  desde  
que  a  CIM  seja  abaixo  de  16  mg/L  para  meropenem)  promove  65,9%  de  sobrevida  
podendo  ser  mais  efetiva  do  que  monoterapia  (54,3%  de  mortalidade).  Fatores  como  
APACHE   III   elevado,   choque   séptico   e   terapia   inicial   incorreta   foram  preditivos   de  
mortalidade.  Estes  dois  estudos  supracitados  foram  incluídos  na  metanálise  de  Lee  
e  Burgess  (2012)  que  compilou  105  casos  de  vários  sítios  de  infecção  por  KPC-­KP  
para  avaliar  falha  ao  tratamento  com  monoterapia  e  terapia  combinada.  A  definição  
de  falha  não  menciona  claramente  se  a  mesma  estava  baseada  em  mortalidade  ou  
falha  microbiológica.  O  estudo  conclui  que  terapia  combinada  promove  menos  falhas    
terapêuticas   (25%)   do   que   monoterapias   (49%).   Nas   infecções   pulmonares   a  
monoterapia  tem  maior  número  de  falhas  (67%)  do  que  em  outros  sítios.  Este  estudo  
sugere  a  necessidade  de  ensaios  clínicos  que  possam  definir  qual  das  associações  
(polimixina  e  TIG,  polimixina  e  MER  e  polimixina  e  aminoglicosídeo)  é  a  preferencial  
e  mais  eficaz.    
Daikos   (2014)   avaliou   205   pacientes   com   bacteriemia   por   ERC   (KPC   e/ou  
VIM,  uma  metalo-­β   lactamase  da  classe  B  de  Ambler).  A  mortalidade  geral  em  28  
dias   foi   de   40%   e   de   65%   entre   os   neutropênicos.   A   mortalidade   foi  
significativamente  maior   no   grupo   tratado   com  monoterapia   do   que   naqueles   com  
terapia   combinada.   O   grupo   com   menor   mortalidade   (19,3%)   foi   o   de   pacientes  
tratados  com  combinações  contendo  carbepenêmicos  em  cepas  com  CIM  para  MER  
≤   8   mg/L.   Fatores   basais   do   paciente   e   choque   séptico   foram   preditores  
independentes  de  mortalidade.    
Oliva   (2014)   relatou   três   casos   de   terapia   com   associação   de   ertapenem   e  
meropenem,   em   infecções   por   cepas   com  CIM   para  MER   bastante   elevadas.   Um  
dos  pacientes  foi  a  óbito,  mas  todos  tiveram  resposta  microbiológica.  
Tumbarello   (2015)   compilou   infecções  de  vários  centros  entre  2010  e  2013,  
entre  as  quais  68%  eram  bacteriemias  e  observou  que  a  mortalidade  geral  em  14  




preditores   de   mortalidade   (choque   séptico,   terapia   empírica   inadequada   e   escore  
elevado  no  APACHE  III)  relatou  insuficiência  renal  crônica  e  resistência  à  COL  como  
fatores  de  mau  prognóstico.  Terapia  combinada   (com  pelo  menos  dois  antibióticos  
ativos   in   vitro)   foi   relacionada   a  menor  mortalidade,   sobretudo   nos   pacientes   com  
bacteriemia.  Para  o  tratamento  das  cepas  com  CIM  ≤  8  mg/L  para  MER,  incluir  este  
agente  na  terapia  combinada  foi  significativamente  associado  com  maior  sobrevida.  
Desfecho  favorável  em  terapia  combinada  também  foi  observado  em  estudos  
que   avaliaram   associações   em   infecções   do   trato   urinário   (SATLIN   et   al.,   2011   e  
ALEXANDER  et  al.,  2012).    
O   uso   excessivo   de   antibióticos   pode   provocar  maior   resistência   bacteriana  
(DEL  ARCO  et  al.,  2015).  Desta  forma,  avaliaremos  duoterapias  e  terapia  tripla  a  fim  
de  averiguar  se  este  acúmulo  de  antimicrobianos  prescritos  é  realmente  necessário  
para  o  tratamento  eficaz  contra  estes  patógenos  resistentes.  
  
  
2.5  EMBASAMENTO  DO  MODELO  EXERIMENTAL  
  
A   fim   de   embasar   um   modelo   que   pudesse   estudar   a   eficácia   de  
antimicrobianos   e   associações   para   o   tratamento   de   KPC-­KP,   modelos  
experimentais   prévios   de   terapia   antimicrobiana   em   septicemias   induzidas   por  
injeção   intraperitoneal   de   diferentes   inóculos   de   BGN   em   camundongos   e   ratos  
foram  revisados.  Além  disso,  estudos  experimentais  prévios  embasaram  a  escolha  
de  doses  de  MER,  PMB  e  TIG  a  ser  empregada  neste  experimento.  
Observou-­se  que  em  peritonite  experimental  em  ratos  os  inóculos  variaram  de  
105   (em   animais   imunossuprimidos)   a   1010   (em   imunocompetentes)   unidades  
formadoras   de   colônias   por   mililitro   (UFC/mL)   de   E.   coli,   e   foram   letais   nas  
concentrações   de   109   a   1010   UFC/mL   (DAVIS,   1975;;   GIACOMETTI   et   al.,   2002;;  
CIRIONI  et  al.,  2002)  e  não   letais  com  105  a  108  UFC/mL  (WANDALL  et  al.,  1997;;  
BOSSCHA  et  al.,  2000).  Modelos  de  pneumonia  em  ratos  também  foram  realizados  
com  inóculos  de  1010  UFC/mL  (KESTEMAN  et  al.,  2009  e  MIMOZ  et  al.,  2000).  Nos  
estudos   de   peritonite   letal   citados,   cerca   de   80%   dos   controles   sem   tratamento  
evoluem  para  óbito  em  24  a  48  horas.  
Estudos   de   registro   do   meropenem   utilizaram   doses   de   20mg/kg   a   cada   8  




doses   de   30mg/kg   a   cada   8   horas   foram   utilizadas   em   estudo   de   tratamento   de  
pneumonia   por   Enterobacter   spp.   em   ratos   pois   esta   espécie   produz   uma   di-­
hidropeptidase  pulmonar   que  degrada  o  meropenem   (MIMOZ  et   al.,   2000).  Chang  
(2002)  usou  50mg/kg  a  cada  8  horas  para  atingir  níveis  teciduais  adequados  na  bile  
e   Hilliard   (2011)   usou   50mg/kg   para   tratamento   de   pneumonia   por   ESBL-­KP   em  
ratos.    
Murphy  (2000)  demonstrou  que  14mg/kg/dia  é  eficaz  na  redução  da  contagem  
de  colônias  de  cocos  Gram-­positivos  em  endocardite  experimental.  No  experimento  
de   Docobo-­Perez   (2011)   que   incluiu   dados   farmacocinéticos,   a   dose   de   TIG   foi  
5mg/kg  a  cada  12  horas   refletiu  os  parâmetros   farmacocinéticos  humanos  de  uma  
dose  intravenosa  de  200mg.  Em  ambos  os  estudos  a  dose  de  TIG  foi  administrada  
por   via   subcutânea.   Em   outros   modelos   de   infecção   por   cocos   Gram-­positivos   e  
infecções  polimicrobianas,  TIG  foi  utilizada  em  doses  de  2  a  5mg/kg  a  cada  12  horas  
via   intraperitoneal   (CIRIONI  et  al.,   2010;;  SIMONETTI  et  al.,   2012;;  MINARDI  et  al.,  
2012).  
Estudos  embasam  melhor  a  dose  de  colistina  em  experimentos  (DUDHANI  et  
al.,   2010),   porém,   como   na   prática   clínica   local   a   PMB   é   mais   disponível   nos  
serviços,  optamos  pela  dose  de  PMB  baseada  no  estudo  de  Abdelraouf  (2012)  que  
utilizou  4mg/kg  ao  dia.  
Os   modelos   experimentais   envolvendo   tratamento   de   infecções   por   ERC  
encontrados  na  literatura  foram  realizados  em  camundongos  imunossuprimidos.  
  Endimiani   (2011)   estudou   peritonite   experimental   com   3x105   UFC/mL   para  
avaliar  a  eficácia  de  um  inibidor  de  ß-­lactamase  contra  KPC-­KP.  
Docobo-­Perez  (2011)  avaliou  associação  de  COL  e  TIG,  em  comparação  com  
cada  um  destes  antimicrobianos  em  monoterapia,  em  pneumonia  murina  por  ERC  
produtoras   de   NDM.   Neste   estudo,   a   terapia   combinada   foi   tão   efetiva   quanto   a  
monoterapia  com  TIG  e  ambas,  mais  efetivas  do  que  a  monoterapia  com  COL.  
Michail  (2013)  realizou  infecção  de  coxa  com  diferentes  cepas  de  KPC-­KP  e  
observou  maior  eficácia  em  reduzir  contagem  de  colônias  com  as  combinações  de  
TIG  e  rifampicina  e  TIG  e  gentamicina  e  demonstrou  ainda  antagonismo  entre  COL  e  






3.1  COMITÊ  DE  ÉTICA  
  
O  estudo  foi  aprovado  pela  Comissão  de  Ética  do  Uso  de  Animal  (CEUA)  da  
Pro-­reitoria   de   pesquisa   e   pós   graduação   da   Universidade   Estadual   de   Ponta  
Grossa  (UEPG),  após  parecer  da  Comissão  de  Biossegurança  do  Campus  UEPG.  
Processo  21/2012  Protocolo:  06309/2012  (ANEXO  I)  
  
  
3.2    CEPAS  BACTERIANAS  
  
A  cepa  de  KPC-­KP  utilizada  neste  estudo   foi  proveniente  de  amostra  clínica  
(sangue   de   paciente)   identificada   pelo   Laboratório   Central   do   Estado   do   Paraná  
(LACEN).   A   cepa   denominada   1209RM   PR   apresenta   o   perfil   de   resistência  
demonstrado  na  Tabela  1.    
Uma  cepa  padrão  de  ESBL-­KP  (ATCC  700603)  foi  utilizada  previamente  para  
a  padronização  do  modelo  de  tratamento  e  da  dose  de  MER.  
Durante   a   produção   dos   inóculos,   tanto   a   ATCC   700603   como   a   1209RM  
eram  semeadas  em  meio  Mueller-­Hinton  (MH)  e  incubadas  a  37  °C  por  24  horas.  As  
colônias  eram  diluídas  e  homogeneizadas  em  solução  salina   isotônica  estéril   para  
formar  inóculos.  Estas  soluções  eram  centrifugadas  a  2500  rotações  por  minuto  por  
5  minutos  e  as  concentrações  eram  aferidas.  A  fim  de  obter  medidas  mais  acuradas  
de   inóculos,   utilizou-­se   um   espectrofotômetro   (Lambda   25   UV/Vis  
Spectrophotometer  Perkin  Elmer®)  com  densidade  óptica  de  625nm.   Inóculos  com  
1,5x1010  UFC/mL  correspondiam  a  soluções  de  cloreto  de  bário  e  ácido  sulfúrico  de  
50  (5%  de  H2SO4  e  5%  de  BaCl2)  e  a  absorbância  desta  solução  era  de  2.343.  De  
acordo  com  a  lei  de  Beer-­Lambert,  absorbâncias  acima  de  0.890  não  são  acuradas  
para  medir  contagem  de  micro-­organismos,  assim,  após  diluição  de  1:20  (0,1mL  do  
inoculo  :  1,9mL  de  solução  salina),  os   inóculos  de  1,5x1010  UFC/mL  apresentavam  
absorbâncias  de  0.543.  Os  inóculos  de  1,0x1010  UFC/ml  foram  obtidos  com  0,7ml  da  




Todos   os   inóculos   produzidos   para   injeção   intraperitoneal   eram   diluídos  
1:10000  e  semeados  com  alça  de  1  microlitro  em  placa  de  ágar  sangue  e  incubados  
para  contagem  de  colônias.  
O  detalhamento  da  padronização  do  inóculo  está  publicado  em  artigo  contido  
no  ANEXO  II.  
  
TABELA  1.  Concentração  inibitória  mínima  (mg/l)  dos  antibióticos  para  a  cepa  KPC-­
KP  1209RM    
   Método  utilizado  para  obtenção  da  CIM  (mg/L)  
   E-­test   Vitek  2   Diluição  em  caldo  
Meropenem     >32   >16     
Tigeciclina     2   <0.5   <0.5  
Polimixina   1   <0.5   <1  
CIM  -­  Concentração  inibitória  minima  
 
 
3.3    ANIMAIS    
  
Ratos   adultos   de   ambos   os   sexos,   da   raça  Wistar,   sendo   os   machos   com  
peso   médio   de   240   a   340g   e   as   fêmeas   com   peso   médio   de   190   a   290g   foram  
utilizados.   Durante   o   estudo   os   ratos   foram  mantidos   em   gaiolas   individuais,   com  
dieta  padrão  e  água  natural  ad  libidum.    
Os  animais  foram  provenientes  do  biotério  da  Universidade  Estadual  de  Ponta  
Grossa   (UEPG)   e   foram   acondicionados   por   48   horas   antes   do   início   do  
experimento.   A   indução   da   sepse,   a   terapia   antimicrobiana,   a   eutanásia   e   a  
manipulação   de   amostras   biológicas   foram   realizadas   no   laboratório   de   técnica  
operatória  da  UEPG.  Durante  todo  o  período  de  estudo  os  animais  foram  mantidos  
em  temperatura  ambiente  de  20  a  22°  C.    
  
  
3.4  DETALHAMENTO  DOS  GRUPOS  DE  ESTUDO  
  
Os  grupos  de  animais  incluídos  para  a  padronização  do  inóculo,  padronização  





-­  46  animais  em  modelo  de  padronização  de  dose,  inoculados  com  diferentes  
doses   de   inóculos   (108,   109,   1010   UFC/mL)   das   cepas   ATCC   700603   como   a  
1209RM,  para  avaliar  o  tempo  de  sobrevida  em  horas  e  a  taxa  de  mortalidade  em  24  
horas.  Foram  5  grupos  de  6  ratos  cada  inoculados  com:  ESBL-­KP  1,5x108UFC/mL,  
KPC-­KP   1,5x108UFC/mL,   ESBL-­KP   1,5x109UFC/mL,   KPC-­KP   1,5x109UFC/mL,  
ESBL-­KP   6,0x109UFC/mL,   e   2   grupos   de   8   ratos   cada   inoculados   com   ESBL-­KP  
1,5x  1010  UFC/mL  e  inoculados  com  KPC-­KP  1,5x  1010  UFC/mL.  
-­  12  animais  inoculados  com  a  cepa  ATCC  700603  em  2,0x1010  UFC/mL  em  
modelo   de   padronização   de   tempo   e   dose   de   antibioticoterapia   com  meropenem.  
Foram   2   grupos   de   6   ratos   cada,   saber:   grupo   controle   sem   tratamento   e   grupo  
tratado   com   30mg/kg   de   meropenem   1   hora   após   a   indução   da   sepse,   em   dose  
única.    
-­  20  animais  inoculados  com  a  cepa  ATCC  700603  em  1,0x1010  UFC/mL  em  
modelo   de   padronização   de   tempo   e   dose   de   antibioticoterapia   com  meropenem.  
Foram  2  grupos  de  10  ratos  cada,  a  saber:  grupo  controle  sem  tratamento  e  grupo  
tratado  com  50mg/kg  a  cada  8  horas  por  24  horas  de  meropenem  e  início  imediato  
após  a  indução  da  sepse.  
-­  36  animais  em  modelo  de  sepse  não  letal  com  inóculo  de  0,9  x  108UFC/mL  
KPC-­KP   (cepa   1209RM)   para   validar   o   uso   de   terapias   combinadas   de  
antimicrobianos   e   observar   dados   microbiológicos   (hemoculturas   e   culturas   de  
líquido   peritoneal)   24h   após   a   indução   da   infecção.   Foram   12   grupos   de   3   ratos  
cada,   a   saber:   controle   sem   tratamento,   monoterapias   com   TIG,   MER,   PMB   e  
gentamicina  (GEN),  TIG  com  MER;;  TIG  com  PMB;;  TIG  com  GEN;;  PMB  com  MER;;  
PMB  com  GEN;;  MER  com  GEN  e  TIG  com  MER  com  PMB.  
-­  80  animais  em  modelo  de  sepse   letal  com  inóculo  de  1,0x1010  UFC/mL  de  
KPC-­KP   (cepa   1209RM)   para   avaliar   a   eficácia   de   monoterapias   e   terapia  
combinadas   através   de   taxa   de   sobrevida   e   resultados   microbiológicos.   Foram   8  
grupos  de  8  animais  cada,  a  saber:  controle  sem  tratamento,  monoterapias  com  TIG,  
MER  e  PMB,  TIG  com  MER;;  TIG  com  PMB;;  PMB  com  MER  e  TIG  com  MER  com  
PMB.  
Todos   os   grupos   continham   animais   distribuídos   aleatoriamente,   mas  
obedecendo   a   um   número   homogêneo   de   ratos   quanto   ao   sexo,   idade   e   peso  




infectados  com  soluções  frescas  das  cepas  descritas,  de  modo  que  em  cada  dia  de  
estudo  cada  grupo  teve  o  mesmo  número  de  animais  infectados  com  aquele  inóculo.    
  
  
3.5  INDUÇÃO  DA  SEPTICEMIA  
  
Os  animais  foram  infectados  por  injeção  intraperitoneal  em  quadrante  inferior  
direito  após  antissepsia   local  com  clorexidine  alcoólico  0,5%.  Os  diferentes  grupos  
receberam   cepas   de   ESBL-­KP   ou   de   KPC-­KP.   Alíquotas   de   0,7   mL   do   inóculo  
descrito  previamente  foram  injetadas  em  todos  os  animais.  
Sepse   foi   induzida   através   de   injeção   intraperitoneal   dos   inóculos   descritos  
com   agulha   de   26   gauge   no   quadrante   inferior   direito   do   abdômen.   Todos   os  
procedimentos  foram  realizados  sob  condições  assépticas.  
  
  
3.6  TERAPIA  ANTIMICROBIANA  
  
Os   antimicrobianos   foram   administrados   via   intraperitoneal,   no   quadrante  
abdominal  inferior  direito  dos  animais,  imediatamente  após  a  indução  da  septicemia.    
A  dose  de  MER  foi  definida  após  análise  do  estudo  de  validação  do   inóculo  
(ANEXO  II)  em  que  foi  avaliada  a  resposta  dos  animais  com  as  doses  de  30mg/kg  e  
50mg/kg  a  cada  8horas,  sendo  optado  pela  maior  dose.    
   Após  a  fase  de  padronização,  a  antibioticoterapia  durou  24h  de  acordo  
com  a  posologia  de  cada  medicação.  Os  medicamentos  utilizados  foram:  polimixina  
B  (Eurofarma),  Meronemâ  (Astra-­Zêneca)  e  Tigacylâ  (Pfizer).  
A  fim  de  validar  as  combinações  de  antimicrobianos  e  observar  se  as  doses  
eleitas   teriam   impacto   microbiológico,   foi   realizado   um   estudo   de   sepse   não   letal  
com   um   inóculo  menos   concentrado   (0,9   x   108  UFC/mL),   utilizando   três   ratos   em  
cada  grupo  de   terapia.  Foram  utilizadas  as  monoterapias  com  gentamicina   (GEN),  
TIG,  MER  e  PMB,  e   terapia  combinada  com  TIG  e  MER,  TIG  e  PMB,  TIG  e  GEN,  
MER   e   PMB,   MER   e   GEN,   PMB   e   GEN,   terapia   tripla   com   PMB,   TIG   e   MER   e  
controle  sem  tratamento.  Os  resultados  do  mesmo  foram  publicados  e  encontram-­se  




Os  grupos  e  doses  de  tratamentos  utilizados  nos  experimentos  de  sepse  letal  
com  KPC-­KP  encontram-­se  na  TABELA  2.    
  
  
TABELA  2.  Grupos  de   tratamento  de  acordo  com  o  antimicrobiano  em  uso  para  a  
cepa  padrão  de  K.  penumoniae  e  cepas  de  KPC-­KP  
Grupo   Antibiótico  e  dose  
EBSL-­KP   Controle  (sem  antibiótico)  Meropenem  50mg/kg  8/8h  
KPC-­KP  
Controle  (sem  antibiótico)  
Meropenem  50mg/kg  8/8h  
Polimixina  B  2mg/kg  12/12h  
Tigeciclina  7mg/kg  12/12h  
Meropenem  50mg/kg  8/8h  +  Tigeciclina  7mg/kg  12/12h  
    Meropenem  50mg/kg  8/8h  +  Polimixina  B  2mg/kg  12/12h  
    Polimixina  B  2mg/kg  12/12h  +  Tigeciclina  7mg/kg  12/12h  
          Meropenem  50mg/kg  8/8h  +  Tigeciclina  7mg/kg  12/12hh  +                                  





3.7   PROCEDIMENTOS   REALIZADOS   E   AVALIAÇÃO   DO   TRATAMENTO  
INSTITUÍDO  
As  taxas  e  o  tempo  de  sobrevida  dos  diferentes  grupos  de  tratamento  foram  
avaliadas   a   partir   da   inoculação   intraperitoneal,   dentro   de   24   horas.   Análises  
microbiológicas  de  hemoculturas  e  culturas  quantitativas  de  líquido  peritoneal  foram  
realizadas  para  definir  a  resposta  aos  diferentes  esquemas  terapêuticos.  
A   manipulação   de   amostras   biológicas   como   sangue   e   liquido   peritoneal  
ocorreu  após  a  morte  dos  animais,  quando  estes  espécimes   foram  coletados  para  
cultura.   Todos   os   animais   que   não   morreram   após   24   horas   da   sepse   foram  
submetidos   a   eutanásia,   realizada   com   dose   letal   subcutânea   de   quetamina  
50mg/kg  e  xilazina  5mg/kg.    
Imediatamente   após   a   morte,   foi   colhido:   1)   uma   amostra   de   sangue   para  
hemocultura  obtidas  por  punção  intracardíaca  com  técnica  asséptica  com  clorexidine  
(ALCOOLICO  0,5%)  e;;  2)  uma  amostra  de  líquido  peritoneal  por     técnica  asséptica  




O   sangue   foi   incubado   em   frasco   de   hemocultura   pediátrico   em   BHI   da  
Newprovâ.  O  líquido  peritoneal  cultivado  puro  e  após  a  diluição  de  0,1mL  do  mesmo  
(1:1000)  em  soro  fisiológico  para  cultura  quantitativa  após  incubação  desta  solução  
em  meio  McConkey.  Todas  as  culturas  foram  incubadas  a  37°  C.  A  hemocultura  foi  
realizada   manualmente   e   semeada   meio   McConkey   após   18   a   20   horas   de  
incubação   em   BHI.   As   hemoculturas   negativas   em   18   horas   permaneceram  




3.8  ESTUDO  IN  VITRO  
  
O  ensaio  de  curvas  tempo-­morte  bacteriana  (TKC)  foi  realizado  conforme  as  
orientações   do   Clinical   Laboratory   Standards   International   (NCCLS,   1999)   e   foi  
realizado  na  Universidade  Federal  do  Rio  Grande  do  Sul.  Foi  realizada  a  inoculação  
de  5,0x106  UFC/mL  da  cepa  em  estudo  em  10mL  de  caldo  Muller-­Hilton  fresco  com  
ajuste  de  cátions  (Oxoide  Basigstoke,  UK)  e   incubação  em  35°C.  MER  4mg/L,  TIG  
1mg/L  e  PMB  0,25mg/L   foram   testados   isoladamente  e  nas  mesmas  combinações  
do  estudo  in  vivo.  Alíquotas  foram  retiradas  em  1,  6,  12  e  24  hora  após  a  inoculação.  
Amostras   foram   diluídas   seriadamente   (10-­1   a   10-­8)   e   semeadas   em   duplicata   em  
ágar   sangue   para   contagem   de   colônias.   As   curvas   de   tempo-­morte   bacteriana  
foram   construídas   com   a   contagem   de   colônias   em   cada   tempo   citado.   Os  
resultados  foram  interpretados  em  24  horas.  
Este  ensaio   in  vitro  avaliou  o  sinergismo  de  dois  ou  mais  antimicrobianos  na  
tentativa   de   inibir   o   crescimento   bacteriano   de   cepas   de   bactérias   causadoras   de  
infecções.   Avaliou   a   concentração   do   antimicrobiano   e   a   morte   da   bactéria   em  
diferentes  intervalos  de  tempo  do  ensaio.  O  número  médio  de  UFC/mL  obtidas  com  
antimicrobiano   combinado   e   sozinho   é   comparado   com   o   controle   sem  
antimicrobiano.   Os   resultados   são   expressos   em   log   de   UFC/mL.  O   sinergismo   é  
definido   como   ≥2log10   na   diminuição   da   contagem   de   colônias   em   24horas  
comparado   a   combinação   de   agente   sozinho   mais   ativo.   Atividade   bactericida   é  




inóculo   original.  Atividade  bacteriostática   é   definida   como  manutenção  ou   redução  
menor  do  que  3log10  do  numero  total  de  UFC/mL  no  inóculo  original.  
  
  
3.9  ANÁLISE  ESTATÍSTICA  
  
Para   dimensionar   o   tamanho   total   da   amostra   em   estudo   foi   considerada  
como  principal  variável  de  interesse  a  proporção  de  mortes.  Sendo  assim,  tem-­se  a  
fórmula  para  dimensionamento  de  amostras  que  estima  proporção:  n=z2PQ/d2.  Onde  
“n”   é   o   tamanho   da   amostra,   “z”   o   valor   tabelado   da   distribuição   normal  
correspondente  ao  nível  de  confiança  pretendido,  “P”  é  a  proporção  de  50%  (maior  
variabilidade  possível),  “Q”  é  “1-­  P”  e  “d”  é  o  maior  desvio  aceitável,  ou  seja,  erro  que  
estamos  dispostos  a  aceitar.  Considerando  um  nível  de  confiança  de  95,0%  e  o  erro  
amostral  máximo  de  8%  o   tamanho  da  amostra   total  deve  ser  de  100  a  140  ratos.  
Assim,  em  cada  um  dos  10  grupos  de  estudo  foram  incluídos  10  ratos:  2  grupos  com  
ESBL-­KP  e  8  grupos  com  KPC-­KP.  
Os  dados  contínuos   foram  expressos  como  média  ±  desvio  padrão   (DP)  ou  
mediana  com  os  extremos.  As   frequência   foram  expressas  em  porcentagens.  Para  
as  variáveis  contínuas  foram  aplicados  os   testes  de  Fischer  e  Mann  Whitney  (para  
comparação   entre   2   grupos)   e   Kruskall-­Wallis   (para   comparação   entre   vários  
grupos)  e  para  as  curvas  de  sobrevida  o   teste  de  Gehan-­Breslow-­Wilcoxon  e  Log-­







4.1   EMBASAMENTO   DO   MODELO   COM   CEPAS   ESBL-­KP   E   KPC=KPC   E  
TERAPIA  DE  SEPSE  POR  Klebsiella  pneumoniae  PRODUTORA  DE  ESBL  
  
Experimentos  da  fase  de  embasamento  de  modelo  ocorreram  de  21  a  23  de  
julho  de  2012,  31  de  julho  a  02  de  agosto  de  2012  e  12  a  14  de  outubro  de  2012.  As  
Figura   1   demonstra   o   tempo   de   sobrevida   em   horas   após   a   inoculação   com   as  
diferentes  concentrações  bacterianas  das  cepas  de  ESBL-­KP  e  KPC-­KP.    
  
  
FIGURA  1  –  Sobrevida  em  horas  após  a   inoculação  com  108,  109  e  1010  unidades  
formadoras  de  colônias  por  mililitro  (UFC/mL)  das  cepas  de  ESBL-­KP  e  KPC-­KP.  
  
  
As  Figuras  2  e  3  demonstram  os   resultados  da   terapia  com  meropenem  em  
diferentes   doses   para   os   animais   infectados   com  duas   concentrações   de   inóculos  
letais  de  ESBL-­KP.  Estes  dados  encontram-­se  no  artigo  do  ANEXO  II.  Observamos  
na  Figura  2  que  com  o  inóculo  mais  concentrado,  90%  dos  animais  morriam  apesar  
do   tratamento.   Com   esta   dose   inoculada   não   foi   possível   avaliar   diferenças  
microbiológicas  entre  as  amostras  de  líquido  peritoneal  e  hemoculturas  dos  animais  
tratados   e   dos   controles.   Na   Figura   3   observa-­se   que   80%   dos   ratos   tratados  
sobreviviam   ao   inóculo   eleito   de   1.0   x   109   UFC/mL   e   a   terapia   com   meropenem  
50mg/kg  a  cada  8  horas  promoveu  60%  de  sobrevida  em  24  horas  no  grupo  de  ratos  





FIGURA  2  –  Sobrevida  dos  grupos  infectados  com  2,0x1010  UFC/mL  de  ESBL-­KP  -­  
6  animais  do  grupo  controle  sem  tratamento  e  6  animais  tratados  com  30mg/kg  de  
meropenem  em  dose  única  administrado  1  hora  após  a  indução  da  sepse.  
  
  
FIGURA  3  –  Sobrevida  dos  grupos  infectados  com  1,0x1010  UFC/mL  de  ESBL-­KP  -­  
10  animais  do  grupo  controle  sem  tratamento  e  10  animais  tratados  com  50mg/kg  de  
meropenem  administrado  imediatamente  após  a  indução  da  sepse  e  a  cada  8  horas  
por  24  horas.  
  
  
4.2  EMBASAMENTO  DAS  DOSES  DE  ANTIMICROBIANOS  COM  AVALIAÇÃO  DE  
MONOTERAPIAS  E  TERAPIA  COMBINADA  EM  SEPSE  NÃO  LETAL  
  
Experimentos  da  fase  de  embasamento  da  terapia  ocorreram  de  26  a  28  de  
janeiro  de  2013.  As  doses  de  antibióticos  eleitas  para  a  terapia  antimicrobiana  foram  
testadas  inicialmente  em  modelo  de  sepse  não  letal  a  fim  de  avaliar  o  efeito  destas  
combinações   em   comparação   com   as  monoterapias   na   contagem   de   colônias   do  
líquido  peritoneal  e  na  positividade  de  hemoculturas,  conforme  o  artigo  do  ANEXO  




foram  TIG  e  MER.  As  combinações  de  TIG  associado  a  MER  e  PMB  associado  a  
MER  não  foram  capazes  de  negativar  hemoculturas.  
  
  
4.3   EXPERIMENTO   DE   SEPSE   LETAL   POR   KPC-­KP   COM   MONOTERAPIAS,  
TERAPIAS  COMBINADAS  E  CONTROLE  SEM  TRATAMENTO    
  
   Experimentos  da  fase  de  terapia  de  sepse  letal  por  KPC-­KP  ocorreram  de  31  
de   maio   a   02   de   junho   de   2013   e   17   a   20   de   julho   de   2013.   Oitenta   animais  
subdivididos  aleatoriamente  em  oito  grupos  conforme  descrito  no  método  e  tratados  
conforme  Tabela  2  foram  analisados.  
   A   Tabela   3   demonstra   as   proporções   de   sobrevida   em   24   horas   destes  
animais  e  as  curvas  de  sobrevida  encontram-­se  na  Figura  4.  A  Tabela  4  e  a  Figura  5  
demonstram  as  médias  de  UFC/mL  de  líquido  peritoneal  por  grupo  de  tratamento.  A  
Tabela   5   e   a   Figura   5   demonstram   a   positividade   de   hemoculturas   por   grupo   de  
tratamento.  
Os  animais   tratados  com  PMB  em  monoterapia,  PMB  e  TIG  e   terapia   tripla   (PMG,  
TIG  e  MER)  apresentaram  redução  significativa  da  contagem  de  colônias  do  líquido  
peritoneal  em  relação  aos  outros  grupos  (p<0,001).  
Os  animais  tratados  com  PMB  e  TIG  apresentaram  a  maior  taxa  de  negativação  das  
hemoculturas  (70%),  sendo  significativo  em  relação  aos  grupos  controle,  MER  e  TIG  
e  MER  (p=0,0019).  
  
TABELA  3.  Proporções  de  sobrevida  nos  grupos  de  submetidos  a   tratamento  para  
sepse  letal  por  KPC-­KP  e  grupo  controle  
Grupo   n   mortes   Sobrevivência  n   %  
Controle   10   8   2   20,0%  
MER   10   6   4   40,0%  
TIG   10   6   4   40,0%  
PMB   10   3   7   70,0%  
MER  e  PMB   10   0   10   100,0%  
MER  e  TIG   10   3   7   70,0%  
PMB  e  TIG   10   0   10   100,0%  
PMB  e  TIG  e  
MER   10   0   10   100,0%  





TABELA  4.  Médias   de   unidades   formadoras   de   colônias   detectadas   em   cutura   de  
líquido  peritoneal  por  grupo  de  tratamento  
Grupo   N   Média  (UFC/mL)   Desvio  padrão   p  
Controle   10   800.010   349.578     
MER   10   760.010   406.044     
TIG   10   516.910   452.345     
PMB   10   11.350   30.610   <0.001*+♮#  
MER  e  TIG   10   410.600   302.288     
MER  e  PMB   10   50.150   158.061   <0.001*+♮#  
PMB  e  TIG   10   1.050   2.809   <0.001*+♮#  
PMB  e  TIG  e  MER   10   260   613   <0.001*+♮#  
Legenda:  MER  –  meropenem,  TIG  –  tigeciclina,  PMB  –  polimixina  B  
   UFC  –  unidades  formadoras  de  colônias  
*  -­  em  relação  ao  grupo  controle  (teste  Mann-­Whitney)  
+-­  em  relação  ao  grupo  TIG  (teste  Mann-­Whitney)  
♮  -­  em  relação  ao  grupo  MER  (teste  Mann-­Whitney)  
#  -­  em  relação  ao  grupo  MER  e  TIG  (teste  Mann-­Whitney)  
  
  
TABELA  5.  Positividade  de  hemoculturas  por  grupo  de  tratamento  
Grupo   n   hemoculturas  positivas   p  
Controle   10   9     
MER   10   9     
TIG   10   9     
PMB   10   8     
MER  e  PMB   10   6     
MER  e  TIG   10   9     
PMB  e  TIG   10   3   0.019*+♮#  
PMB  e  TIG  e  MER   10   6     
Legenda:  MER  –  meropenem,  TIG  –  tigeciclina,  PMB  –  polimixina  B  
*  -­  em  relação  ao  grupo  controle  (teste  Exato  de  Fisher)  
+-­  em  relação  ao  grupo  TIG  (teste  Exato  de  Fisher)  
♮  -­  em  relação  ao  grupo  MER  (teste  Exato  de  Fisher)  
#  -­  em  relação  ao  grupo  MER  e  TIG  (teste  Exato  de  Fisher)  
  
  
Estes  dados  do  modelo  de  comparação  de  terapias  em  sepse  letal  por  KPC-­






Figura  4  –  Curvas  de  sobrevida  em  24  horas  dos  animais  infectados  com  KPC-­KP  e  
tratados  com  monoterapias  e  terapias  combinadas  e  do  controle  sem  tratamento.  




Figura   5   –   proporções   de   mortalidade   e   positividade   de   culturas   dos   animais  
infectados  com  KPC-­KP  e   tratados  com  monoterapias  e   terapias  combinadas  e  do  
controle  sem  tratamento  
A.  Proporções  de  mortalidade  dos  animais   infectados  com  KPC-­KP  e  tratados  com  
monoterapias   e   terapias   combinadas   e   do   controle   sem   tratamento   (*   p<0,05   em  
comparação  com  PMB,  MER+TIG,  MER,  TIG  e  controle;;  **  p<0,05  em  comparação  
com  MER,  TIG  e  controle).  B.  Proporções  de  culturas  peritoneais  positivas  após  o  
óbito   ou   eutanásia   nos   animais   infectados   com   KPC-­KP   e   tratados   com  
monoterapias   e   terapias   combinadas   e   do   controle   sem   tratamento   (*   p<0,05   em  
comparação  com  MER+TIG,  MER,  TIG  e  controle).  C.  Proporções  de  hemoculturas  
positivas  após  o  óbito  ou  eutanásia  nos  animais  infectados  com  KPC-­KP  e  tratados  
com  monoterapias  e  terapias  combinadas  e  do  controle  sem  tratamento  (***  p<0,05  
em  comparação  com  MER+TIG,  MER,  TIG  e  controle).  






As   curvas   de   tempo-­morte   bacteriana   da   cepa   de   KPC-­KP   incubada   com  
MER,   PMB,   TIG,   MER+TIG,   MER+PMG,   PMB+TIG   e   PMB+TIG+MER   estão  
representadas   na   Figura   6.   A   terapia   tripla   e   a   associação   PMB+TIG   foram  




Figura   6   –   Curvas   de   tempo-­morte   bacteriana   da   cepa   KPC-­KP   usando   as  
combinações  PMB+TIG,  PMB+MER,  TIG+MER  e  PMB+TIG+MER.  
A.   associação   PMB+TIG   teve   efeito   sinérgico   e   foi   bactericida.   B.   associação  
PMB+MER   não   teve   efeito   sinérgico   e   não   foi   bactericida.   C.   associação  
PMB+TIG+MER  teve  efeito  sinérgico  e  foi  bactericida.  D  associação  MER+TIG  teve  
efeito  antagônico  e  não  foi  bactericida.  








Após   a   analise   de   diferentes   concentrações   de   inóculos   bacterianos   na  
sobrevida  dos  animais  e  da  avaliação  de   resposta  ao  meropenem  para   sepse  por  
ESBL-­KP,  foi  possível  a  reprodução  de  modelo  experimental  de  tratamento  de  sepse  
por  BMR.  
Estudos   clínicos   retrospectivos   embasam   o   uso   de   terapia   combinada   para  
infecções  por  ERC  (TUMBARELLO  et  al.,  2012;;  QURESHI  et  al.,  2012  e  DAIKOS  et  
al.,   2014)   e   sugerem  que   o   uso   de  MER  é   satisfatório   para   cepas   com  CIM   para  
MER  abaixo  de  8  mg/L  (DAIKOS  et  al.,  2014).  Uma  cepa  com  CIM  acima  de  16  mg/L  
foi  escolhida  para  promover  infecção  experimental  e  tratamento  com  monoterapias  e  
terapias   combinadas   contendo   MER,   com   tempo   padrão   de   início   da   terapia  
antimicrobiana.  
Em  termos  de  sobrevida,  as  monoterapias  não  garantiram  a  mesma  eficácia  
do   que   as   combinações   de   PMB   com   TIG   ou   PMB   com   MER   ou   terapia   tripla,  
corroborando  os  estudos  citados  (TUMBARELLO  et  al.,  2012;;  QURESHI  et  al.,  2012  
e  DAIKOS  et  al.,  2014).  A  monoterapia  com  polimixina  foi  a  mais  eficaz,  superando  
os   resultados   obtidos   com   a   combinação   MER   com   TIG.   Com   isso,   existe   a  
possibilidade  de  monoterpia  com  PMB  ser  uma  opção  para  infecções  menos  graves  
e  localizadas,  sobretudo  no  trato  urinário.  
Terapia  tripla  para  esta  cepa  com  sensibilidade  a  PMB  e  TIG  e  CIM  elevada  
para  MER  não  foi  superior  à  combinação  de  TIG  e  PMB,  diferente  do  observado  nos  
estudos   clínicos   retrospectivos   em   que   a   CIM   para   MER   não   era   tão   elevada  
(TUMBARELLO  et  al.,  2015).  Tal   informação  é   importante  para  garantir  que  o  uso  
excessivo   de   antimicrobianos   possa   ser   evitado   e   a   terapia   antimicrobiana   seja  
otimizada.  DEL  ARCO  (2015)  administrou  o  uso  de  antimicrobianos  por  3  anos,  com  
otimização   do   tratamento   obtida   através   da   redução   do   espectro   de   antibióticos   e  
ajuste  da  dose  ,  intervalo  de  dosagem  e  duração  do  tratamento  e  com  isso,  o  perfil  
de   sensibilidade   de   BGN   a   carbapenêmicos   aumentou   em   10%,   demonstrando   a  
necessidade  do  uso  criterioso  de  antimicrobianos.  
A  combinação  de  PMB  e  MER  demonstrou  impacto  na  sobrevida  e  cultura  de  
líquido   peritoneal,   mas   não   foi   superior   do   que   a   monoterapia   com   PMB   na  




ser  desnecessárias  em  alguns  subgrupos  de  infecções  menos  graves  ou  localizadas  
nas  quais  a  monoterapia  com  PMB  possa  ser  eficaz.  Por  outro   lado,  a  associação  
PMB  e  MER  deve  ser  estudada  com  mais  detalhes  em  estudos  prospectivos,  visto  
que   pode   ser   importante   na   sobrevida   de   casos   mais   graves,   principalmente   em  
bacteriemias,   sítio   em   que   tigeciclina   não   está   aprovada   (POSTIER   R.   G.   et   al.,  
2004;;  BABINCHAK  T.  et  al.,  2005;;  BREEDT  J.  et  al.,  2005;;  ELLIS-­GROSSE  E.  J.  et  
al.,  2005;;  OLIVA  M.  E.  et  al.,  2005;;  SACCHIDANAND  S.  et  al.,  2005;;  TANASEANU  
C.   et   al.,   2008;;   TOWFIGH  S.   et   al.,   2010;;   VARDAKAS  K.   Z.,   RAFAILIDIS   P.   I.   e  
FALAGAS  M.  E.  2012).    
Estudos  prospectivos  incluindo  cepas  com  CIM  menores  para  meropenem  ou  
mesmo   cepas   com   CIM   elevadas   são   necessários   para   avaliar   desfechos   em  
pacientes  tratados  com  monoterapia  PMB,  PMB+MER  e  PMB+TIG.  
Os   achados   observados   in   vivo   em   termos   de   eficácia   microbiológica,  
corresponderam   aos   resultados   do   estudo   in   vitro,   o   que   pode   ser   observado  
comparando-­se  os  dados  descritos  nas  Figuras  5  e  6.  As  combinações  de  PMB+TIG  
e   PMB+TIG+MER   foram   mais   eficazes   em   termos   de   sobrevida,   resposta  
microbiológica  e  também  demonstraram  sinergismo  in  vitro.    
A  combinação  de  TIG  e  MER  foi  antagônica   in  vitro,  conforme   já  observado  
em   outros   estudos   (POURNARASA   et   al.,   2011)   e   sugerido   em   nosso   estudo   de  
sepse  não  letal.    
A  principal   limitação  deste  estudo   foi  a  análise  de  uma  única  cepa  de  KPC-­
KP.   Tal   fato   foi   devido   ao   número   de   animais   disponibilizados   pelo   CEUA,   sendo  
necessário  novo  projeto  para  aprovação  de  maior  número  de  cobaias  para  este  fim,  
Outra  limitação  é  a  ausência  de  análises  de  farmacocinética  que  certamente  poderá  
ser  abordada  em  estudos  futuros.  
Com   relação   a   doses   dos   antimicrobianos,   observamos   que   estudos  
publicados  após  a  realização  deste  experimento  que  ocorreu  entre   julho  de  2012  e  
julho  de  2013,  utilizaram  doses  mais  elevadas  de  meropenem  e  polimixina.  Bowers  
(2015)   que   tratou   pneumonia   em   ratos   neutropênicos,   utilizou   10mg/kg   de   PMB.  
Michail   (2013)  utilizou  200mg/kg  a   cada  8  horas  de  meropenem  e  50mg/kg/dia  de  
tigeciclina  ambos  via  subcutânea.  A  dose  de  tigeciclina  utilizada  por  Michail  (2013)  é  
aparentemente   excessiva   com   base   nos   estudos   prévios   de   Murphy   (2000)   e  
Docobo-­Perez   (2011).   Porém   a   dose   de   meropenem   utilizada   neste   experimento,  




ser  questionada  a  partir  da  publicação  de  Michail  (2013)  que  ocorreu  após  o  término  
deste   experimento,   pois   pode   ter   sido   abaixo   do   necessário   e   talvez   por   isso   a  
sobrevida   dos   ratos   infectados   com   ESBL-­KP   foi   de   60%   e   o   uso   de   MER  






As   associações   de   antimicrobianos,   sobretudo   PMB   combinada   com   TIG   e  
terapia   tripla   (PMB,   TIG   e   MER)   são   mais   eficazes   em   termos   de   sobrevida   e  
resposta   microbiológica   do   que   monoterapias   para   o   tratamento   de   infecção  
potencialmente  letal  por  uma  cepa  de  KPC-­KP  com  sensibilidade  a  PMB  e  TIG  e  alta  
CIM  para  MER  em  um  modelo  experimental.  A  terapia  tripla  não  foi  mais  eficaz  do  
que  a  associação  de  PMB  e  TIG  em  termos  de  esterilização  de  hemoculturas  para  
esta  cepa  específica.    
Este   modelo   experimental,   validou   a   dose   de   inóculo   bacteriano,   o   uso   de  
antimicrobianos   e   o   tempo   de   24   horas   para   a   avaliação   da   sobrevida   em   sepse  
murina   por  BMR.  Doses  mais   elevadas   de  meropenem  poderão   ser   avaliadas   em  
modelos  futuros.  
Houve  sinergismo  in  vitro  para  a  combinação  de  PMB  e  TIG  e  antagonismo  in  
vitro   para   a   combinação   de   TIG   e   MER   contra   esta   cepa   de   KPC-­KP   e   esses  
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